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A colecé@o “Meio Ambiente: Impacto do Convivio entre Vegetacdo, Animais
e Homens” é uma obra dividida em dois volumes que aborda de forma ampla
aspectos diversos do meio ambiente distribuidos ao longo de seus capitulos, como o
desenvolvimento sustentavel, questées socioambientais, educa¢cdo ambiental, uso
e tratamento de residuos, salde publica, entre outros.

As questdes ambientais sdo temas importantes e que necessitam de
trabalhos atualizados, como os dispostos nesta obra. Os capitulos apresentados
servem como subsidios para formacéo e atualizacdo de estudantes e profissionais
das areas ambientais, agrarias, biologicas e do publico geral, por se tratar de temas
de interesse global.

A divulgagao cientifica é de fundamental importancia para universalizagéo do
conhecimento, desse modo gostariamos de enfatizar o papel da Atena editora por
proporcionar o acesso a uma plataforma segura e consistente para pesquisadores
e leitores.

Taliane Maria da Silva Teofilo
Tatiane Severo Silva
Francisca Daniele da Silva
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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi avaliar a
inoculagéo e sobrevivéncia de quatro diferentes
espécies de Bacillus. isolados ou associados em
um condicionador de solo classe A. O ensaio
foi conduzido em esquema fatorial (6 X 5): fator
(inoculagcéo): I1 — Auséncia de micro-organismos;
12 — inoculacdo de Bacillus amyloliquefaciens; 13
— inoculacdo de Bacillus subtilis; 14 — inoculagdo
de Bacillus licheniformis; 15 — inoculagéo
de Bacillus pumilus; e 16 — inoculagdo com
associacdo dos quatro micro-organismos; fator
(tempo): T1 — tempo 0 dias; T2 — tempo 1 dias;
T3 —tempo 2 dias; T4 —tempo 4 dias; T5 —tempo
8 dias. A contagem das bactérias (Bacillus spp.),
presentes no condicionador foi determinado
pela inoculacdo em meio PCA e incubadas
por 24 horas a 30° e expressas em unidades
formadoras de col6nias (UFC). A inoculagéo com
B. amyloliquefaciens, e B. pumilus apresentou
comportamento quadratico significativo em
funcéo do periodo de inoculagéo ao nivel de 1%
e Bacillus subtilis 5%. A inoculagdo de quatro
diferentes espécies de Bacillus isolados ou em
associacdo em condicionador de solo classe
A, mostrou-se viavel independentemente da
espécie utilizada durante todo o periodo de 8
dias.

PALAVRAS-CHAVE: Condicionador de solo;
Bacillus spp; inoculacdo, associacdo de micro-
organismos.
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ABSTRACT: The objective of this work was to evaluate the inoculation and survival of
four different species of Bacillus sp. isolated or associated in soil conditioner. The test
was conducted in a factorial scheme (6 x 5): factor (inoculation): 11 - Absence of micro-
organisms; 12 - Bacillus amyloliquefaciens inoculated; I3 - Bacillus subtilis inoculated;
14 - Bacillus licheniformis inoculated; 15 - Bacillus pumilus inoculated; and 16 - four
Bacillus sp. inoculated , and factor time: T1 - time 0 days; T2 - time 1 days; T3 - time 2
days; T4 - time 4 days; T5 - time 8 days. The bacteria count (Bacillus spp.), Present in
the conditioner was determined by incubation in DYG’S medium and incubated for 72
hours at 30° and expressed in colony forming units (UFC). B. amyloliquefaciens, and
B. pumilus inoculated showed significant difference as a function of inoculation period
at 1% and Bacillus subtilis 5%. Inoculation of four different species of Bacillus sp.,
isolated or in combination in soil conditioner, was viable for 8 days.

KEYWORDS: Soil conditioner; Bacillus spp;inoculation; association of microorganisms.

Conhecido por ser um dos maiores celeiros produtores de soja, a regido
Oeste do Parana apresenta em seu agronegécio alto dados do Produto Interno Bruto
(PIB); alto indice de Desenvolvimento Humano (IDH) e grande producéo de milho e
soja. A regido possui também um grande parque agroindustrial de transformacao de
proteina vegetal em proteina animal, provenientes da suinocultura, bovinocultura,
avicultura e piscicultura bem desenvolvidas. Para isso, um elevado numero de
frigorificos e abatedouros foram implantados gerando enorme produc¢éo de residuos
agropecuarios e agroindustriais, especialmente os residuos orgéanicos classe II.

Diariamente é produzido um grande volume de residuos organicos
agropecuarios e agroindustriais classe Il em Toledo-PR e regiéo, representando um
enorme passivo ambiental para esta pujante agroindustria. Diante deste cenario, a
empresa Compostec Solugdes Ambientais, desde 2004, coleta, destina e trata estes
residuos por meio da compostagem biolégica com revolvimento em Toledo-PR.

Diferentes definicdes podem ser atribuidas para o processo da compostagem,
que €& um processo controlado de degradacdo de matéria orgénica realizada
por micro-organismos. Este processo pode ocorrer na presenca ou auséncia de
oxigénio, de uma biomassa diversificada em estado solido e umido com relacdo
de carbono e nitrogénio em torno de 30 (SIQUEIRA e ASSAD, 2015). A primeira
etapa, denominada mesofilica, & caracterizada pela intensa atividade metabdlica e
aumento da temperatura. Em seguida, ocorre a bioestabilizacédo caracterizada pelo
platd de temperatura maxima, e na fase final ocorre a maturacao ou humificacdo e
mineralizagédo dos nutrientes (COSTAet al., 2015). O resultado final da compostagem
€ um material rico em matéria organica e nutrientes, que vem despertando interesse

dos produtores rurais devido a performance agronémica e ao baixo custo (CARON
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et al., 2015).

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), em sua
Instrucdo Normativa (IN) DAS n° 35/2006, define o condicionador de solo como
produto que promove a melhoria das propriedades fisicas, quimicas e fisico-
quimicas, e/ou atividade bioldgica do solo, tendo como garantia apenas a Capacidade
de Retengéo de Agua (CRA), no minimo em 60%, Capacidade de Troca Catidnica
(CTC), no minimo em 200 mmol /kg e umidade maxima de 20%. Ainda na mesma IN,
para obter a classificagdo Classe A, o condicionador de solo deve ser proveniente
exclusivamente de matéria prima de origem vegetal, animal ou de processamentos
agropecuarios e/ou agroindustriais, em que néo seja utilizado no processo o sédio
(Na*), metais pesados ou compostos organicos sintéticos potencialmente toxicos.

Outros fatores agrondmicos importantes presentes no condicionador de solo,
mesmo que ndo seja exigido pelo MAPA como garantia, sdo: 1) teores de macro
nutrientes primarios (1%) e secundarios (1%); 2) teores de micronutrientes (0,1%);
3) carbono organico total (20%); 4) aminoacidos livres (1%); 6) teores de acido
hamicos e fulvicos (15%).

Porém devido ao aumento do interesse dos produtores rurais em utilizar
insumos que elevam a atividade bioldégica e carregarem micro-organismos
de interesse agricola, algumas empresas estdo investindo na inoculagdo de
condicionadores de solo (CARON et al., 2015).

Acredita-se que devido a todos os componentes presentes no condicionador
de solo classe A, principalmente os niveis superiores a 20 % de Composto Organico
Total (C.O.T.), elevada capacidade de troca catibnica e diversidade de macro e
micronutrientes, estes contribuem no crescimento e manutencéo microbiologica
(SIQUEIRA e ASSAD, 2015). Entretanto, o Brasil ainda ndo possuiu nenhum registro
de produto que tenha a presenca de micro-organismos em condicionadores de solo
classe A.

Entre os micro-organismos de interesse agricola destaca-se o género Bacillus,
por apresentar alta biodiversidade biotecnoldgica e taxas de crescimento, além
da grande capacidade de produzir e excretar substéncias metabdlicas (TEJERA-
HERNANDEZ et al., 2011). Outra caracteristica importante atribuida a este grupo
sdo a possibilidade destes em realizar o controle biolégico em campo (LEON et
al., 2009), solubilizagéo de diferentes nutrientes (SILVA FILHO e VIDOR, 2001) e a
producao de fatores de crescimento para as plantas.

A espécie Bacillus amyloliquefaciens é conhecida por habitar naturalmente
o solo, associando-se ao ambiente rizosférico e endofiticos de diferentes plantas
(MENG et al., 2012). Alguns autores descrevem sua importancia como sendo um
micro-organismo que apresenta a capacidade de promover o crescimento das

plantas seja pela liberagdo de metabdlitos ou estimulando as plantas a produzir
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tais substancias, ou na protecéo das plantas podendo ser um eficiente controlador
de nematoides e fungos (BURKET-CADENA et al., 2008 e ALFONZO et al.; 2012).
Outros estudos demonstram que este micro-organismo também pode solubilizar
nutriente como o fosforo (PAZ et al., 2012). Intera¢gdes com outros micro-organismos
também séo relatadas, principalmente com o Bacillus subtilis.

Ja a espécie B. subtilis, € um bactéria Gram-positiva, ndo apresenta
patogenicidade a espécies humana, conhecida e utilizada mundialmente na producéo
de enzimas extracelulares. Seus esporos possuem diversos atributos que fazem
destes tolerar adversidades do meio, podendo manter vivos por longos periodos. A
utilizacdo de B. subtilis pelo homem com finalidade agricola é antiga, sendo suas
primeiras descri¢cdes obtidas pelos japoneses (SCHALLMEY et al., 2004). No Brasil,
estudos conduzidos ha mais de 20 anos, ja descrevem que a interacdo destes
com a cultura da soja proporcionam incremento da nodulacdo e rendimento de sua
produtividade em campo (ARAUJO e HUNGRIA, 1999). Mais tarde, a descoberta
da producéo de fitohormonios e antibioticos poderiam comprovar seus efeitos, visto
que os hormdnios contribuem com o aumento dos pelos radiculares e que esta
diretamente relacionado ao aumento da nodulagéo (ARAUJO et al., 2005).

O Bacillus licheniformis € uma espécie que apresenta excelentes condi¢des
de sobrevivéncia no solo brasileiro, sendo viaveis por longos periodos. E importante
para a industria mundial, por ser uma das maiores fontes de protease alcalina
comercial. No Brasil passou a ganhar maior interesse na agricultura logo apés
a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), aprovar um nematicida
microbiolégico a base deste ingrediente ativo em 2017 (Resolugédo 160 de 20 de
Janeiro de 2017).

Ja o Bacillus pumilus € conhecido como um eficiente agente de biocontrole,
possui agédo de inibir o desenvolvimento de patdgenos em superficie foliar por
excretar diferentes metabdlitos sensibilizadores do sistema de defesa das plantas
(D"AGOSTINO e MORANDI, 2009). Em crucifera, esta espécie foi descrita como
sendo eficaz contra podridao negra (LUNA et al., 2002).

Porém, ainda sao raros estudos contendo a sobrevivéncia isolada e em
interacdo destes quatro micro-organismos em um condicionador de solo no Brasil.
Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a inoculagéo e sobrevivéncia de quatro
diferentes espécies de Bacillus. isolados ou associados em um condicionador de
solo classe A.

O condicionador de solo classe A utilizado neste ensaio foi produzido pela

Compostec Solugdes Ambientais, utilizando como matérias primas diferentes
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residuos agropecuarios e agroindustriais, tais como: cinzas de caldeira; residuo
de ragao; residuos de cereais; lodo de flotador, compostagem de aves; gordura;
residuos de incubatoério; condimentos; lacteos, borra de 6leo vegetal; farinha de
carne; algodéo; residuo de amido; mucosa de animais; residuo de peixe e residuo
de madeira, dentre outros. Estes foram formulados buscando balango nutricional de
relagéo de carbono e nitrogénio de 20/1.

Os materiais foram homogeneizados e revolvidos periodicamente, sendo
controlada a temperatura e mantendo a umidade durante o processo entre 40 a
60%. O processo teve a duracdo de 180 dias. Amostras do condicionador de solo
foram coletadas e encaminhadas ao laboratério Primorlab, onde foram submetidas
a digestédo sulfurica. Segundo a metodologia da Embrapa (2009) foi realizada a
destilacdo por arraste de vapores, determinando-se os macronutrientes primarios
e secundarios, expressos em porcentagem; e dos micronutrientes essenciais,
expressos em mg kg (Tabela 01).

Pardmetros Teores
Nitrogénio total 1,9%
Fosforo Total 3%
Potassio Total 1,9%
Carbono Orgéanico Total 18%
Capacidade de Troca Catiénica 230 cmol/dm?
Potencial Hidrogeniénico (pH) 6,8
Capacidade de Retencao de Agua 110%
Calcio Total 7,5%
Magnésio Total 1%
Manganés Total 0,5%
Zinco Total 0,1%
Cobre Total 0,05%
Ferro Total 0,01%

Tabela 01: Dados referentes aos parametros da analise fisico-quimica do condicionador
de solo classe A produzido pela Compostec Solugdes Ambientais, 2020.

No Laborat6rio de Microbiologia da Unioeste, Campus de Toledo/PR, amostras
de 2,25 gramas foram colocadas em tubo de ensaio de 10 mL e autoclavadas em
dois intervalos de 30 minutos em temperatura de 121°C. Apés autoclavado, o
condicionador de solo classe A foi inoculado em cadmara de fluxo laminar com um
volume de 250 pL de Bacillus spp. conforme os tratamentos abaixo.

O ensaio foi constituido dos seguintes tratamentos:

Primeiro fator (inoculagédo): I1 — Auséncia de micro-organismos (agua
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deionizada e esterilizada); 12 — inoculagdo de Bacillus amyloliquefaciens; 13
— inoculagdo de Bacillus subtilis; 14 — inoculagdo de Bacillus licheniformis; 15 —
inoculacao de Bacillus pumilus; e 16 — inoculagcdo com associacdo dos quatro micro-
organismos.

Segundo fator (tempo): T1 — tempo 0 dias; T2 — tempo 1 dias; T3 — tempo 2
dias; T4 — tempo 4 dias; T5 — tempo 8 dias.

A contagem dos micro-organismos para determinacdo da populagdo em
nuamero de células por grama foi realizada através da determinacéo das unidades
formadoras de col6nias em agar padrdo para contagem (PCA). Para tanto foi
adicionado 1,0 g de cada tratamento a um Erlenmeyer contendo 9 mL de solu¢édo
solugéo salina 0,85% (p/v). Ap6s agitagcéo por 30 minutos, em uma mesa agitadora,
foram feitas diluicbes decimais em série, de 10" a 10"°. Em seguida, aliquotas de
1,0 mL de cada diluicdo foram transferidas pelo método pour plate em placas de
Petri a seguir 15-20 mL do meio PCA fundido e resfriado a 45°C foi adicionado
e as placas foram suavemente deslizadas em movimentos em forma de “8” para
homogeneizacdo do indculo ao meio de cultura. As placas foram acondicionadas
em saco plastico com o objetivo de evitar o ressecamento do meio de cultura (Olsen
& Bakken, 1987; Sorheim et al., 1989) e incubadas em duas estufas BOD, com
temperaturas a 28°C, em auséncia de luz. A temperatura da estufa de incubagéo
foi verificada diariamente, utilizando-se, além do termémetro de cada estufa, um
termOmetro de maxima e minima. As contagens foram feita e,24 horas em um
contador de coldnias com 6x de aumento,. Foram consideradas apenas as contagens
que variaram de 30 a 300 colbnias (Clark , 1965; Schortemeyer et al., 1996).

O ensaio foi conduzido em delineamento em blocos casualizados em
esquema fatorial (6 x 5), em que o primeiro fator foi a inoculacao e o segundo fator
tempo, com trés repeticdes, totalizando 90 unidades amostrais. Os resultados foram
submetidos a andlise de variancia e regressao linear ou quadratica utilizando-se o
programa computacional GENES da Universidade Federal de Vigosa (UFV).

Os resultados da analise fisico-quimicas do condicionador de solo classe A
foram: 1) teores de macro nutrientes primarios (N: 1,23%, P: 1,19% e K: 0,63%);
2) teores de macronutrientes secundarios (Ca: 4,90% Mg: 0,38% e S: 0,91%); 3)
teores de micronutrientes essenciais (Zn: 5062,50; Cu: 221,00; Fe: 6479,50; Mn:
2295,00; e B: 10,75 mg kg por elemento analisado); 4) Carbono Orgéanico Total:
22,09%: 5) pH: 6,68; 6) condutividade elétrica: 3,39 mS cm™; 7) CRA: 74,00% e
CTC: 545,00 mmolc kg™'. Os resultados de CRA e CTC estdo de acordo com a IN
DAS N° 35/2006 — MAPA para condicionador de solo classe A. Ao analisar os niveis
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de nutrientes, este condicionador de solo poderia também estar registrado como
Fertilizante Organico Composto Classe A conforme a IN DAS N° 23/2005.

Os niveis acima de 22% de C.O.T., demonstram que o condicionador é uma
boa fonte de carbono e energia para os micro-organismos principalmente durante
a fase inicial e pela facilidade operacional de aplicagdo/distribuicdo do insumo na
lavoura. Estes resultados estdo de acordo com aqueles descritos por SIQUEIRA
e ASSAD (2015), em que descreve a funcdo do carbono orgéanico no crescimento
microbiolégico.

A inoculagédo com Bacillus amyloliquefaciens, e Bacillus pumilus apresentou
comportamento significativo em fun¢édo do periodo de inoculagédo no condicionador
de solo classe A ao nivel de 1%. Ja Bacillus subtilis apresentou interacao significativa
ao nivel de 5% (Tabela 02). Por outro lado, a inoculagdo com Bacillus licheniformis
ndo apresentou interacdo significativa em fungéo do tempo de inoculagdo. Como
esperado o tratamento com auséncia de micro-organismos ndo apresentou

crescimento.

Horas apos a inoculagao Dados da regressao
0 24 48 96 192 Equacao R?
1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0 0,00
12 12,55 35,70 17,70 75,65 96,50 -980,92x2 + 643598x + 1E+07  0,87"
I3 25,65 1,29 57,50 148,50 85,00 -8259x2 + 2E+06x - 6E+06 0,71
14 39,00 104,95 32,10 16,80 8,88 843,34x2 - 477215x + 7TE+07 0,41ns
I5 36,00 37,78 74,25 61,75 113,50 229,51x? + 341485x + 4E+07  0,85"
16 23,70 146,00 167,50 211,25 41,95 -19401x2 + 4E+06x + 4E+07 0,96

Tabela 02: Médias da Unidade Formadora de Col6nia (UFC) e resultados da regresséo
de diferentes micro-organismos inoculados em condicionador de solo classe em funcéo
do periodo apés a inoculagéo

Nao significativo (ns), ou significativo a 1 (*) e 5% (**), (p=<0,05). Tratamentos utilizados:
— Auséncia de micro-organismos (agua deionizada e esterilizada); 12 — inoculagéo
de Bacillus amyloliquefaciens; 13 — inoculacédo de Bacillus subtilis; 14 — inoculagao

de Bacillus licheniformis; 15 — inoculagéo de Bacillus pumilus; e 16 — inoculagdo com
associagao dos quatro micro-organismos.

A esterilizacdo mostrou-se eficiente, pois até o final das 196 horas néo
foi observado nenhuma Unidade Formadora de Colbnia (UFC) viavel conforme
observado no tratamento controle (Tabela 02). Da mesma forma, a determinacéo da
UFC dos tratamentos inoculados independentemente do tipo de micro-organismo
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ou sua associagao apresentaram valores acima de 1x108 UFC, mantendo os micro-
organismos vivos desde o momento da inoculacdo, e demonstrando que a inoculagcéo
foi realizada com sucesso independentemente da espécie e/ou associacao (Tabela
02).

A associagcdo dos micro-organismos foi eficiente, pois se mantiveram em
desenvolvimento até 96 horas (Tabela 02). Periodos superiores ha 96 horas estao
sendo avaliados ainda, entretanto estes dados nao fazem parte deste trabalho.
No ultimo periodo houve reducdo na populagdo e algumas hipéteses podem ser
discutidas. Estes resultados demonstram a importancia de novas investigacoes
para contribuir na compreensdo do comportamento dos micro-organismos e dos
condicionadores de solo.

A inoculagcéo de quatro diferentes espécies de Bacillus spp. isolados ou em
associagdo em condicionador de solo classe A, mostrou-se viavel independentemente
da espécie utilizada durante todo o periodo de 8 dias avaliado.
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